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BAB IV 
METODE PENELITIAN 
4.1  Desain Penelitian 
Fraksi yang digunakan pada penelitian ini merupakan fraksi n-heksana hasil 
dari penelitian sebelumnya (Iskandar, 2017). Fraksi n-heksana dari kulit buah 
Citrus reticulata diperoleh dari ekstraksi bertingkat dengan tiga macam pelarut. 
Secara berturut-turut yaitu n-heksana, Etil-asetat dan Etanol. Serbuk yang 
digunakan adalah serbuk yang sebelumnya telah diekstraksi dengan n-heksana. 
Prosedur fraksinasi dapat dilihat pada lampiran 4. 
4.2 Objek Penelitian dan Tempat Penelitian 
Pada penelitian ini jamur yang digunakan adalah jamur Candida albicans 
yang diproleh dari Laboraturium Mikrobiologi Universitas Muhammadiyah 
Malang. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antijamur dari kulit 
buah Citrus reticulata dengan metode difusi cakram yang dilakukan di 
Laboratorium Mikrobiologi Universitas Muhammadiyah Malang. 
4.3 Alat dan Bahan 
4.3.1 Alat Penelitian 
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4.3.2 Sampel Jamur  
Jamur Candida albicans diisolasi pada media Sabouraud Dextrose Agar 
(SDA) dan disuspensi dalam media Sabouraud Dextrose Broth (SDB) untuk 
diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam. 
4.3.3 Pengujian Difusi Cakram  
• Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 
• Sabouraud Dextrose Broth (SDB) 
• Aquadest steril  
• Nistatin 100.000 UI (Kontrol positif) 
• DMSO 2% (Kontrol negatif) 
4.4 Sterilisasi Alat dan Bahan  
Semua alat yang digunakan, terlebih dahulu disterilkan melalui proses 
sterilisasi, yaitu dengan cara sterilisasi kering dan cara sterilisasi basah.  
4.4.1 Sterilisasi Kering  
Sterilisasi kering merupakan sterilisasi dengan menggunakan api langsung 
dan sterilisasi dengan pemanasan menggunakan oven dengan suhu tinggi: 
1. Sterilisasi api langsung.  
Sterilisasi ini digunakan pada peralatan seperti jarum ose, pinset, spatel, 
mulut tabung dan batang pengaduk. 
2. Sterilisasi menggunakan oven. 
Oven digunakan untuk sterilisasi peralatan gelas yang tidak berskala, 
seperti cawan petri, tabung reaksi. Dengan suhu 160℃ kurang lebih 2 jam 
(Hafsan, et al., 2015). 
4.4.2 Sterilisasi Basah 
Sterilisasi dilakukan menggunakan autoklaf. Peralatan yang disterilkan 
dengan sterilisasi basah diantaranya gelas ukur, Erlenmeyer, dan pipet tetes. Proses 
sterilisasi ini dilakukan pada suhu 121oC selama 15–20 menit pada medium 
perbiakan mikroba SDA (Sabouraud Dextrose Agar) dan SDB (Sabouraud 
Dextrose Broth) (Hafsan et al., 2015). 
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4.5 Variabel Penelitian 
4.5.1 Variabel Bebas 
Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi Fraksi n-heksana kulit 
buah Citrus reticulata yang digunakan pada pengujian antijamur dengan metode 
difusi cakram yaitu, 1600 µg/disk 3200 µg/disk dan 6400 µg/disk.  
4.5.2 Variabel Terikat  
Variabel  terikat  dalam  penelitian  ini  adalah  diameter  zona  hambat  yang 
dihasilkan  oleh  senyawa uji. Senyawa uji pada penelitian ini adalah fraksi n-
heksana dari kulit buah Citrus reticulata. Fraksi n-heksana dari kulit buah Citrus 
reticulata adalah fraksi yang mengandung seyawa uji yang dapat menghambat 
pertumbuhan jamur Candida albicans dan Sedangkan diameter zona hambat adalah 
zona bening yang dihasilkan oleh aktivitas senyawa uji fraksi n-heksana dari kulit 
buah Citrus reticulata, dimana besarnya diameter zona bening tersebut 
menandakan daya hambat dari aktivitas senyawa uji fraksi n-heksana dari kulit buah 
Citrus reticulata.  
4.6 Metode Penelitian 
4.6.1 Kerangka Oprasional 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Persiapan bahan 
Preparasi jamur 
Preparasi media 
Pengijian dengan 
difusi cakram 
Kelompok uji : 
Ekstrak n-heksana kulit buah 
Citrus reticulata 
Kelompok kontrol : 
• Kontrol positif Nistatin 
• Kontrol negatif (aquades + 
DMSO 2%) 
Analisis Data 
Gambar 4.1 Skema Kerangka Operasional 
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4.6.2 Rancangan Penelitian 
Penelitian ini bersifat eksperimental yang bertujuan untuk mengetahui 
aktivitas antijamur dengan mengukur daya hambat fraksi n-heksana kulit buah 
Citrus reticulata terhadap jamur Candida albicans secara in vitro dengan metode 
difusi cakram. Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan dua perlakuan yakni 
kelompok uji dan kelompok kontrol. Penelitian ini melalui beberapa tahapan, yaitu 
persiapan dosis fraksi n-heksana kulit buah Citrus reticulata sampai pengujian 
antijamur dengan metode difusi cakram. 
4.7 Prosedur Kerja 
4.7.1 Tahapan Persiapan  
1. Persiapan Dosis Larutan Uji  
Berdasarkan dari penelitian sebelumnya dosis setiap tanaman 
sebagai antijamur menggunakan dosis ekstrak n-heksana kulit buah Citrus 
reticulata dengan konsentrasi : 
1. Konsentrasi 1 Citrus reticulata  2 % = 20 mg/ml ( 1600 µg/disk ) 
2. Konsentrasi 2 Citrus reticulata  4 % = 40 mg/ml ( 3200 µg/disk ) 
3. Konsentrasi 3 Citrus reticulata  8 % = 80 mg/ml ( 6400 µg/disk ) 
2. Pembuatan Larutan Uji  
Metode pembuatan Konsentrasi larutan uji fraksi n-heksana kulit 
buah Citrus reticulata yang digunakan untuk jamur Candida albicans : 
1. Ditimbang fraksi n-heksana kulit buah Citrus reticulata 20 mg 
kemudian ditambahkan DMSO 2% dengan melarutkan 0,1ml DMSO 
dalam aquades sampai 1ml. Sehingga di peroleh larutan uji fraksi n-
heksan kulit buah Citrus reticulata 20 mg/ml. 
2. Ditimbang fraksi n-heksana kulit buah Citrus reticulata  40 mg 
kemudian ditambahkan DMSO 2% dengan melarutkan 0,1ml DMSO 
dalam aquades sampai 1ml. sehingga di proleh larutan uji fraksi n-
heksan kulit buah Citrus reticulata 40 mg/ml. 
3. Ditimbang fraksi n-heksana kulit buah Citrus reticulata 80 mg 
kemudian ditambahkan DMSO 2% dengan melarutkan 0,1ml DMSO 
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dalam aquades sampai 1ml. sehingga di proleh larutan uji fraksi n-
heksan kulit buah Citrus reticulata 80 mg/ml. 
3. Preparasi Media  
Dalam penelitian ini menggunakan media Sabouraud Dextrose Agar  
(SDA). Proses penyiapan media pertumbuhan jamur, antara lain sebagai 
berikut: 
1. Sabouraud Dextrose Broth, yaitu dengan mencampurkan  Sabouraud 
Dextrose Broth  dengan aquadest kedalam labu erlenmeyer dengan 
perbandingan 30 g : 1 liter kemudian diaduk sampai homogen lalu 
ditutup dengan alumunium foil (HiMedia Laboratories, 2015).  
Sabouraud Dextrose Agar, yaitu dengan mencampurkan  Sabouraud 
Dextrose Agar  dengan aquadest kedalam labu erlenmeyer dengan 
perbandingan 65 g : 1 liter kemudian dipanaskan 1 menit (JSKA, 2006).  
2.  Sterilisasi alat dan bahan dalam autoklaf bersuhu 121ºC selama 15 
menit.  
3.  Larutan Sabouraud Dextrose Agar  yang sudah steril dituang sebanyak 
20ml pada masing-masing cawan dan larutan  Sabouraud Dextrose 
Broth  dituang 1ml kedalam masing-masing  tabung untuk tiap 
konsentrasi kemudian dalam tabung lain dituangkan  Sabouraud 
Dextrose Broth  sebanyak 9 ml untuk pengenceran jamur, lalu 
disterilkan kembali dalam ruang UV selama 1x24 jam. 
4. Pembuatan Standart McFarland  
Standar McFarland digunakan untuk standardisasi perkiraan jumlah 
antimikroba   pada larutan suspensi dengan membandingkan kekeruhan 
suspensi dengan standar McFarland. Standar McFarland terdiri dari dua 
komponen senyawa yaitu barium klorida (BaCl2) dan asam sulfat (H2SO4) 
reaksi antara keduanya menghasilkan lapisan endapan berupa barium 
sulfat (BaSO4). Standar yang paling umum digunakan dalam laboratorium 
mikrobiologi klinik adalah 0,5 dimana standar tersebut digunakan untuk 
uji kerentanan antimikroba dan percobaan hasil kultur media. Diambil 
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aquadest kira-kira setengah dari tabung reaksi. Kemudian tambahkan 
H2SO4 1% sebanyak 9,95 ml dan BaCl2 1% sebanyak 0,05 ml. Campuran 
kedua larutan dalam tabung tersebut, kocok sampai homogen dan 
terbentuk larutan keruh. Larutan ini merupakan standar McFarland 0,5 
ekuivalen sebagai suspensi mikroba uji yang konsentrasinya 1,5x108 
CFU/ml untuk Bacteri dan untuk jamur dilakukan sekitar 2x pengenceran 
dari konsentrasi 1,5x108 CFU/ml menjadi 1,5x106 CFU/ml. 
Tabel IV.1 Standard McFarland tersedia dipasaran (Koch & AL, 1994) 
McFarland Standard CFU (x106/ml) 1% BaCl2(ml) / 1% H2SO4(ml) 
0,5 < 300 0,05/9,95 
1,0 300 0,1/9,9 
2,0 600 0,2/9,8 
3,0 900 0,3/9,7 
4,0 1200 0.4/9,6 
5,0 1500 0,5/9,5 
6,0 1800 0,6/9,4 
7,0 2100 0,7//9,3 
8,0 2400 0,8/9,2 
9,0 2700 0,9/9,1 
10,0 3000 1,0/9,0 
5. Preparasi Jamur 
Sebelum membuat suspensi jamur, persiapkan dahulu standar 0,5 
McFarland dengan tingkat kekeruhan 1,5x108 CFU/ml. Proses pembiakan  
jamur dilakukan  dengan mengambil koloni  Candida albicans  dengan lup 
inokulasi secara  aseptik dari biakan murni media agar miring  Sabouraud 
Dextrose Agar (SDA), sebanyak 3-5 ose. Kemudian  disuspensikan  dalam 
media  Sabouraud Dextrose Broth (SDB) sampai homogen.  Media 
cair/suspensi  diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam dan di shaker 
dengan kecepatan 120 rpm. Didapatkan tingkat kekeruhan konsentrasi 
jamur 5x106 CFU/ml. Tingkat kekeruhan jamur  5x106 CFU/ml setara 
dengan standar 0,5 McFarland (NCCLS, 1997 dalam Lee JA and Chee 
HY, 2010). 
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6. Preparasi Kontrol Positif 
Pada penelitian ini menggunakan kontrol positif nistatin dengan 
konsentrasi 100.000 IU/ml dalam bentuk suspensi yang dijual dipasaran. 
Sediaan diambil 20 µl dengan mikropipet  dan diletakkan diatas kaca arloji 
Paper dics/cakram kertas direndam selama 20 menit pada kontrol positif. 
Cakram kertas dikeringkan di oven selama 5 menit. Dilakukan replikasi 
sebanyak tiga kali. 
7. Uji Pewarnaan Jamur Candida albicans 
Pengujian pewarnaan pada jamur dengan cara diidentifikasi 
menggunakan pewarnaan dengan lactophenol blue, pertama siapkan 
media agar sebanyak 5 ml secara aseptis dalam cawan petri dan biarkan 
sampai memadat, kemudian setelah memadat media agar tadi dipotong 
persegi dengan ukuran 1 cm x 1 cm, letakkan diatas kaca objek yang telah 
disterilkan dahulu, kemudian ambil 1 ose jamur lalu oleskan diatas 
permukaan agar sampai merata diatas kaca objek kemudian ditutup dengan 
kaca penutup yang sudah disterilkan, cawan petri disiapkan pada bagian 
dalamnya dialasi kertas tissue steril kemudian ditetesi 5 ml aquades steril. 
Kaca objek yang telah berisi biakan jamur dimasukan ke dalam cawan 
petri kemudian ditutup dan beri lilitan pelastik bening pada sekeliling 
pinggir bagian penutup cawan petri untuk mencegah terjadinya 
kontaminan. Setelah itu diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam. Setelah 
24 jam, kaca objek yang berisi biakan jamur dikeluarkan dari cawan petri 
lalu kaca objek ditetesi dengan satu tetes lactophenol blue, kemudian tutup 
dengan kaca penutup biarkan selam 1 jam supaya larutan lactophenol blue 
meresap kedalam hipa jamur. Setelah itu bisa diamati struktur jamur 
dengan microskop (Bhavan PS et. al, 2010) 
4.8 Tahapan Pengujian  
4.8.1 Pengujian Penghambatan Pertumbuhan Bakteri dengan Difusi Cakram  
Prosedur pengujian jamur Candida albicans secara difusi cakram dilakukan 
sebagai berikut : 
1. Siapkan tabung yang telah berisi larutan uji masing-masing dengan dosis yang 
telah ditentukan, serta kontrol negatif dan kontrol positif. 
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2. Buat larutan uji fraksi n-heksana kulit buah Citrus reticulata sesuai konsentrasi 
yang telah ditentukan. Cakram kertas diletakkan diatas kaca arloji kemudian 
ditetesi dengan larutan uji sebanyak  20 µl kemudian dikeringkan menggunakan 
oven. Lakukan pengulangan sebanyak 4x sehingga jumlah yang ditetesi 
mencapai 80 µl. 
3. Pembiakan jamur pada cawan petri menggunakan teknik pour plate atau teknik 
tuang. Jamur uji yang telah dicampur dengan Sabouraud Dextrose Broth dituang 
sebanyak 1 ml pada cawan petri, digoyang untuk meratakan. Kemudian media 
Sabouraud Dextrose Agar yang tidak terlalu panas atau kira-kira 40°C dituang 
dalam media cawan petri, digoyang untuk menghomogenkan agar bercampur 
dengan rata. Dibiarkan hingga memadat dan siap digunakan sebagai media. 
4. Cakram kertas yang telah berisi konsentrasi bahan uji diletakkan diatas 
permukaan media Sabouraud Dextrose Agar secara aseptis didalam Laminar Air 
Flow (LAF) yang menyala. Jarak cakram dengan tepi plate tidak kurang dari 15 
mm. Jarak cakram dengan cakram tidak kurang dari 24 mm. Sekali cakram sudah 
ditempelkan pada agar, tidak boleh digeser atau dipindahkan. Cakram kertas 
ditekan lembut dengan menggunakan pinset pada permukaan lempengan media 
sehingga terdapat kontak yang baik antara cakram kertas dan lempengan agar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37ºC selama 24 - 48 jam. 
6. Pengujian antijamur dilakukan dengan pengamatan selama 24 jam dengan 
melihat terbentuknya zona bening yang muncul disekitar cakram kertas. Zona 
Gambar 4.2 Jarak antar cakram 
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bening merupakan suatu hambatan yang terbentuk dari obat antijamur dan 
diukur dalam satuan milimeter (mm). 
7. Dilakukan pengulangan uji sebanyak 3 kali. 
4.9 Analisis Data  
Analisis data dilakukan secara deskriptif (membandingkan hasil uji dengan 
tabel standart yang telah ditentukan) dengan melakukan pengamatan terhadap 
pengukuran diameter zona hambat didaerah zona bening dari masing-masing 
konsentrasi yang berbeda dari ekstrak n-heksana kulit buah Citrus reticulata 
terhadap jamur Candida albicans. 
